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The research was aimed to find the effect of betel 
nut extract (Areca catechu L.) considered as antioxidant in tris 
yolk diluents to maintain the quality frozen semen of Limousin 
cattle at temperature storage -196ºC. Materials that used was 
low-quality semen (motility 40% -50%). Data were analyzed 
by experimental method with Completely Randomized Design 
(CRD) with 4 treatments and 10 replications. The 4 treatmens 
such as: T0 (100% tris yolk), T1 (100% tris yolk + 1% betel 
nut extract), T2 (100% tris yolk + 3% betel nut 
extract), T3 (100% tris yolk + 5% betel nut extract). The 
variables were observed include microscopic qualities 
(individual motility, viability, and abnormality). The result of 
the variance analysis showed that there was significant effect 
(P<0.05) of addition betel nut extract (Areca catechu L.) on 
the motility and viability of the frozen semen. While there was 
no significant difference (P>0.05) on abnormalities frozen 
semen of Limousin cattle. The mean individual motility 
percentages after freezing was T0 (18.5 ± 4.74%), T1 (25.5 ± 



















percentage of viability after freezing for each was T0 (49.67 ± 
3.42%), T1 (54.10 ± 3.01%), T2 (51.34 ± 4.93%) 
and T3 50.55 ± 2.33%). Abnormalities percentage after 
freezing were T0 (6.54 ± 2.01%), T1 (5.90 ± 0.94%), T2 (7.58 
± 1.33%), T3 (7,34 ± 1.67%). It could be concluded that the 
addition of betel nut extract (Areca catechu L.) could 
maintenance the individual motility and viability but was no 
effect on sperm abnormalities.  T1 (tris yolk + 1% betel nut 
extract) had an average percentage of individual motility, 
viability and abnormalities respectively 25.5 ± 4.97%, 54.10 ± 
3.01%, 5.90 ± 0, 94%. 
. 
Keywords: Semen, motility, viability, extract of betel nut, tris 
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Pinang merupakan salah satu tumbuhan yang 
mengandung zat fenolik dan diketahui mengandung 
antioksidan dari ekstrak biji pinang, antioksidan bisa 
dimanfaatkan untuk melindungi kerusakan pada sel akibat 
oksidasi pada saat proses pembekuan semen, sehingga ekstrak 
biji pinang ditambahkan di pengencer tris kuning telur 
diharapkan mampu mempertahankan kualitas semen. Selain 
itu, pada ekstrak biji pinang juga terdapat arekolin yang 
diketahui bersifat sitotoksik (racun terhadap sel) jika terdapat 
dalam jumlah besar. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh pemberian ekstrak biji pinang (Areca catechu L.)  
dalam pengencer tris kuning telur untuk mempertahankan 
kualitas semen sapi Limousin post thawing yang disimpan 
dalam nitrogen cair -196°C 
Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 01 November 



















Inseminasi Buatan (BBIB) Singosari Malang. Materi 
penelitian yang digunakan yaitu semen segar berkualitas 
rendah yang berasal dari 5 ekor sapi Limousin dengan umur 
8,6 ± 0,97 tahun yang dipelihara secara intensif di BBIB 
Singosari Malang. Penampungan semen rutin dilakukan 
sebanyak 2 kali dalam seminggu dengan metode vagina 
buatan. Pengambilan semen sapi Limousin dilakukan secara 
purposive sampling, yaitu menggunakan semen yang memiliki 
kriteria motilitas individu 40-50% dan motilitas massa ++ 
(2+). Metode penelitian yang digunakan adalah eksperimental 
laboratorium dengan menggunakan rancangan percobaan 
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 4 perlakuan dan 
masing-masing 10 ulangan. Empat perlakuan yang dicobakan 
sebagai berikut: P0 (100% Pengencer Tris Kuning Telur), P1 
(100% Pengencer  Tris Kuning Telur + 1% Ekstrak Biji 
pinang), P2 (100% Pengencer Tris Kuning Telur + 3% Ekstrak 
Biji pinang) dan P3 (100% Pengencer Tris Kuning Telur + 5% 
Ekstrak Biji pinang). Variabel yang diamati adalah kualitas 
semen secara makroskopis meliputi volume, warna, bau, pH 
dan konsistensi. Sedangkan kualitas secara mikroskopis 
meliputi motilitas individu, motilitas massa, kecepatan dan 
konsentrasi. Pengencer yang digunakan yaitu tris kuning telur 
dengan penambahan ekstrak biji Biji pinang (Areca catechu 
L.). Biji pinang (Areca catechu L.) didapatkan dari 
Laboratorium Materia Medika Batu. Pembuatan ekstrak 
tepung biji Biji pinang (Areca catechu L.) dilakukan di 
Laboratorium Biomol Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam (MIPA) Universitas Brawijaya Malang. 
Hasil analisis ragam menunjukkan penambahan 
ekstrak biji pinang ke dalam pengencer tris kuning telur 



















viabilitas semen beku, tetapi tidak berpengaruh (P>0,05) 
terhadap abnormalitas semen beku sapi Limousin. Persentase 
rata-rata motilitas individu setelah pembekuan pada masing-
masing perlakuan adalah P0 (18,5± 4,74%), P1 (25,5± 4,97%), 
P2 (22,0± 6,75%), P3 (21,0± 3,94%). Persentase rata-rata 
viabilitas setelah pembekuan untuk masing-masing perlakuan 
adalah P0 (49,67 ± 3,42%), P1 (54,10 ± 3,01%), P2 (51,34 ± 
4,93%) dan P3 (50,55 ± 2,33%). Persentase abnormalitas 
setelah proses pembekuan pada masing-masing perlakuan 
adalah P0 (6,54 ± 2,01%), P1 (5,90 ± 0,94%), P2 (7,58 ± 
1,33%), P3 (7,34 ± 1,67%). 
Kesimpulan penelitian ini yaitu penambahan ekstrak 
biji pinang (Areca catechu L.) 1%, 3% dan 5% dalam 
pengencer tris kuning telur meningkatkan motilitas dan 
viabilitas kualitas semen beku sapi Limousin, tetapi tidak 
mempengaruhi abnormalitas spermatozoa. Perlakuan terbaik 
dari penelitian yakni P1 (Pengencer Tris kuning telur + 1% 
ekstrak biji pinang), sehingga dapat diterapkan pada semen 
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1.1.  Latar Belakang 
Inseminasi buatan (IB) merupakan salah satu teknologi 
reproduksi yang dapat memaksimalkan mutu genetik secara 
efisien karena mampu memanfaatkan semen pejantan unggul 
untuk banyak betina dan bisa menghindarkan penularan 
penyakit kelamin pada sapi (Susilawati, 2013). Keberhasilan IB 
dipengaruhi oleh beberapa faktor yakni ketrampilan 
inseminator, kondisi ternak, dan semen beku yang digunakan. 
Semen beku yang digunakan untuk IB minimal memiliki 
motilitas 40% (Anonimous, 2017). 
Kualitas semen beku dipengaruhi oleh processing semen 
mulai dari penampungan, pengenceran, ekuilibrasi dan 
pembekuan semen. Selain itu, metode thawing yang digunakan 
oleh inseminator memiliki peran yang penting dalam 
menentukan kualitas semen yang akan diinseminasikan ke sapi 
betina supaya semen memiliki kualitas yang baik dan dapat 
digunakan untuk inseminasi buatan (Rizal dan Herdis, 2010). 
Semen beku mempunyai keunggulan yakni dapat digunakan 
untuk waktu yang lama jika di simpan di nitrogen cair, tetapi 
memiliki kelemahan yakni mengalami penurunan kualitas 
setelah proses pembekuan. Penurunan kualitas semen dapat 
mencapai 40-50% spermatozoa akan mati selama proses 
pembekuan. Hal ini terjadi karena selama proses pembekuan 
dan thawing, spermatozoa mengalami perubahan suhu dan 
osmolaritas yang ekstrim dan memicu produksi reactive oxygen 
species (ROS) (Sukmawati, Arifiantini dan Purwantara, 2014). 
Selain itu saat pembekuan semen sering terjadi pengeluaran 
berupa molekul air besar-besaran dari dalam sel sehingga 




















juga adanya kristal-kristal es yang terbentuk, sedangkan ketika 
thawing semen mengalami peningkatan suhu drastis yang dapat 
meningkatkan metabolisme berupa radikal bebas (Rizal dan 
Herdis, 2010). Sehingga perlu adanya penggunaan pengencer 
yang mampu melindungi spermatozoa dari cold shock, 
memiliki daya preservasi yang tinggi, dan mampu 
mempertahankan kualitas semen. 
Pengencer yang digunakan yakni tris kuning telur, karena 
memiliki bahan atau zat yang diperlukan oleh spermatozoa 
yang merupakan sumber makanan baginya, antara lain fruktosa, 
laktosa, rafinosa, asam-asam amino dan vitamin dalam kuning 
telur sehingga spermatozoa dapat memperoleh sumber energi 
dalam jumlah yang cukup untuk. Kuning telur merupakan 
krioprotektan ekstraseluler mengandung lipoprotein dan lesitin 
yang melindungi membran sel spermatozoa untuk mencegah 
terjadinya cold shock selama pendinginan pada suhu 5°C 
(Ervandi, Susilawati dan Wahjuningsih, 2013). Selain kuning 
telur sebagai krioprotektan ekstraseluler, juga dibutuhkan 
gliserol sebagai krioprotektan intraseluler untuk melindungi sel 
dari dalam. Penambahan gliserol ke dalam pengencer semen 
mampu meningkatkan ketahanan sel spermatozoa untuk 
pembekuan dan mencegah adanya kristalisasi es pada titik beku 
larutan pengencer. Gliserol mampu menembus ke dalam sel 
karena memiliki molekul yang lebih kecil, gliserol akan 
menggantikan air bebas dan mengeluarkannya dari sel sehingga 
kerusakan spermatozoa lebih sedikit (Ariantie, Yusuf, Sajuthi 
dan Arifiantini, 2013). Kerusakan selama proses pembekuan 
dapat diminimalisir dengan penambahan antioksidan yang 
berasal dari ekstrak biji pinang. 
Ekstrak biji pinang memiliki zat fenolik yang diketahui 
memiliki antioksidan, methanol dari ekstrak biji pinang dari 




















dibandingkan dengan bagian lainnya dari tumbuhan tersebut 
(daun, ujung batang, dan kulit buah) (Wetwitayaaklung et al., 
2006). Sistem pertahanan antioksidan bekerja dengan beberapa 
cara antara lain, berinteraksi langsung dengan radikal bebas, 
oksidan, atau oksigen tunggal, mencegah pembentukan 
Reactive Oxygen Species (ROS), mengubah senyawa reaktif 
menjadi kurang reaktif (Winarsi, 2007). 
Berdasarkan uraian diatas, maka perlu dilakukan penelitian 
mengenai kualitas spermatozoa sapi Limousin dengan 
penambahan ekstrak biji pinang (Areca catechu L) pada 
pengencer tris kuning telur yang disimpan pada suhu -196 ºC, 
dengan penambahan ekstrak biji pinang diharapkan menyuplai 
zat antioksidan sehingga dapat mempertahankan kualitas semen 
sapi Limousin selama pembekuan dan dapat diaplikasikan 
untuk inseminasi buatan dan fertilisasi in vitro. 
 
1.2. Rumusan Masalah  
Bagaimana pengaruh penambahan ekstrak biji pinang 
(Areca catechu L.) sebagai antioksidan dalam pengencer tris 
kuning telur terhadap kualitas semen sapi Limousin yang di 
simpan dalam nitrogen cair -196°C? 
 
1.3. Tujuan  
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh 
pemberian ekstrak biji pinang (Areca catechu L.) dalam 
pengencer tris kuning telur untuk mempertahankan kualitas 
semen sapi Limousin post thawing yang disimpan dalam 
nitrogen cair -196°C. 
 
1.4. Manfaat Penelitian 
Hasil penelitian ini dapat menambah ilmu pengetahuan 




















untuk mempertahakan kualitas spermatozoa sapi, sebagai bahan 
informasi berbagai penelitian selanjutnya mengenai 
penambahan ekstrak biji pinang (Areca catechu L.) yang 
berbeda pada level pengencer Tris kuning telur. 
 
1.5. Kerangka Pikir 
Pengembangan sumberdaya genetik ternak sapi dapat 
dilakukan dengan menggunakan teknologi reproduksi yakni 
inseminasi buatan (IB) dan IVF (in vitro fertilization). 
Inseminasi buatan dapat memanfaatkan semen pejantan sapi 
Limousin yang unggul secara efisien, karena dalam satu kali 
ejakulasi sapi, dapat digunakan untuk IB ke banyak betina 
produktif. Faktor yang mempengaruhi keberhasilan IB yakni 
keterampilan inseminator, ketepatan dalam deteksi birahi, dan 
semen beku yang digunakan (Susilawati, 2013). Kualitas semen 
beku dipengaruhi oleh kualitas semen segar dan pengencer yang 
digunakan. 
Penurunan kualitas semen dapat mencapai 40-50% 
spermatozoa akan mati selama proses pembekuan. Pembekuan 
semen dapat memicu reactive oxygen species (ROS), reaksi 
tersebut dapat menyerang membran plasma spermatozoa yang 
memiliki fosfolipid dan rentan terhadap radikal bebas. 
Spermatozoa yang mengalami kerusakan akibat ROS akan 
mengalami penurunan motilits, penurunan fertilisas, dan 
kerusakan struktur membran plasma (Sukmawati dkk., 2014). 
Untuk mengurangi penurunan kualitas semen dibutuhkan 
pengencer yang mampu menjaga kualitas semen sapi Limousin. 
Pengencer tris kuning telur memiliki bahan atau zat yang 
diperlukan oleh spermatozoa yang merupakan sumber makanan 
bagi selnya, antara lain fruktosa, laktosa, rafinosa, asam-asam 
amino dan vitamin dalam kuning telur sehingga spermatozoa 




















untuk. Kuning telur merupakan krioprotektan ekstraseluler 
mengandung lipoprotein dan lesitin yang melindungi membran 
sel spermatozoa untuk mencegah terjadinya cold shock  (Ducha, 
Susilawati, Aulani’am dan Wahjuningsih, 2013). Pengencer tris 
kuning telur yang ditambahkan ekstrak biji pinang memiliki 
kandungan nutrisi, cryoprotectan, buffer, dan antioksidan yang 
cukup untuk keberlangsungan hidup spermatozoa sehingga 
mampu mempertahankan kualitas semen selama pembekuan. 
Menurut Meiyanto, Susidarti, Handayani dan Rahmi 
(2008), kandungan total fenol dan aktivitas antioksidan pada 
biji pinang diketahui bahwa biji pinang memiliki antioksidan 
sebanyak 88,16% (Ismail dkk., 2012). Sehingga dengan 
ditambahkannya ekstrak biji pinang ke dalam pengencer tris 
kuning telur mampu memberikan aktivitas antioksidan dan 
menjaga kualitas spermatozoa. Menurut  Krisyanella, 
Susilawati dan Rivai (2013), antioksidan flavonoid mampu 
memberikan kekebalan tubuh yang lebih baik dibandingkan 




















Kerangka Konsep Penelitian : 
 






























dengan pengencer tris 
kuning telur dengan 
pengencer tris kuning 
telur  
- Kerusakan sel akibat pembekuan 
semen lebih rendah 
- Mempertahankan keutuhan 
membran 
- Meningkatkan antioksidan 
Semen sapi Limousin 
Thawing dan Uji kualitas semen 
beku 
Pembekuan semen di nitrogen 
cair suhu -196ºC 
Pengencer tris kuning 
telur  
Pengencer tris kuning 
telur + ekstrak biji pinang 
(Areca catechu L.) 
sebanyak 1%, 3%, dan 
5%. 
Penurunan kualitas semen  dapa 
mencapai 40-50%, sperma mengalami 
perubahan suhu dan osmolaritas yang 
ekstrim dan memicu produksi reactive 
oxygen species (ROS). 
Inseminasi Buatan dan IVF (in 
vitro fertilization) 





















H0 : Penambahan ekstrak biji pinang (Areca   catechuL.) ke 
dalam pengencer tris kuning telur tidak mempengaruhi 
kualitas semen beku sapi Limousin pada penyimpanan suhu 
-196ºC. 
H1 : Penambahan ekstrak biji pinang (Areca catechu L.) ke 
dalam pengencer tris kuning telur mempengaruhi kualitas 






















2.1.  Sapi Limousin 
Sapi Limousin merupakan keturunan sapi Eropa (bos 
taurus) yang berkembang di Perancis. Karakteristik Sapi 
Limousin adalah pertambahan badan yang cepat perharinya 
sekitar 1,1 kg, tinggi mencapai 1,5 m, bulu tebal yang menutupi 
seluruh tubuh warnanya mulai dari kuning sampai merah 
keemasan, tanduknya berwarna cerah, bobot lahir tergolong 
kecil sampai medium (sapi betina dewasa mencapai 575 kg dan 
pejantan dewasa mencapai berat 1100 kg), fertilitasnya cukup 
tinggi, mudah melahirkan, mampu menyusui, dan mengasuh 
anak dengan baik serta pertumbuhannya cepat (Blakely and 
Bade, 1994). Sapi Limousin merupakan sapi pedaging bertipe 
besar dan mempunyai volume rumen yang besar. Sapi Limousin 
keunggulan dari segi pertumbuhan badannya yang sangat cepat. 
Keunggulan sapi Limousin yakni memiliki pertumbuhan bobot 
badan yang cepat, memiliki bentuk tubuh yang panjang dan 
merupakan ternak potong berkualitas baik (Suheryati dan Madi, 
2011). 
Sapi Limousin mampu berproduksi secara optimal pada 
daerah yang beriklim temperatur dengan suhu antara 4-15ºC 
dengan mendapat hijauan serta konsentrat yang bernilai tinggi 
(Meyn, 1991). Menurut Thomas (1991), Sapi Limousin 
memiliki berat lahir rata-rata 39,95 kg dengan berat sapih pada 
umur 205 hari yaitu 198 kg. Sapi Limousin termasuk ternak 
potong berkualitas baik, bentuk tubuhnya panjang, dan tingkat 
pertumbuhannya tinggi (Suharyati dan Madi, 2011). Sapi 





















Gambar 2. Pejantan Sapi Limousin di BBIB Singosari 
 
2.2.  Kualitas Semen Segar Sapi 
Syarat kualitas semen sapi untuk dilakukan proses 
pengenceran yaitu harus memiliki motilitas massa minimal 2+ 
dan motilitas individu ≥ 60% (Susilawati, 2013). Kualitas 
semen segar sapi dapat dilihat pada Tabel 1.   
 
Tabel 1. Kualitas semen segar sapi 
Karakteristik semen Standard 
Makroskopis  
Volume (ml) 4-8 ml 
pH 6,2 – 6,8 
Warna Putih kuning, Putih susu 
Konsistensi Sedang 
Mikroskopis  
Motilitas massa  ++ 
Motilitas individu (%) ≥60% 
 
2.3. Faktor yang Mempengaruhi Kualitas Semen 
Kualitas semen akan menurun jika penyimpanan tidak 
ditambah dengan pengencer yang tepat (Hafez, 2000). Semen 



















lebih dari 24 jam, walaupun disimpan dalam suhu yang rendah. 
Tujuan pengenceran semen antara lain adalah untuk 
meningkatkan volume semen dan supaya semen dapat disimpan 
lama tanpa mengurangi kualitas semen secara signifikan 
(Hardijanto, Sardjito, Hernawati, Susilowati dan Suprayogi, 
2008). Bahan yang dapat digunakan sebagai pengecer harus 
mampu menyediakan bahan makanan sebagai sumber energi 
bagi spermatozoa, melindungi spermatozoa dari cold shock, 
sebagai buffer atau penyangga untuk mencegah perubahan pH, 
mempertahankan tekanan osmotik dan keseimbangan elektrolit 
yang sesuai dan mengandung antibiotik yang dapat mengurangi 
pertumbuhan bakteri (Toelihere, 1993).  
Ratnawati dan Affandhy (2013), menyatakan bahwa salah 
satu faktor yang berpengaruh terhadap variasi kualitas semen 
adalah lingkungan, baik yang bersifat sementara atau permanen, 
selain itu juga malnutrisi dan konsumsi bahan yang beracun 
dapat berpengaruh besar pada perkembangan testis dan 
spermatogenesis.  
 
2.4.  Pengencer Semen 
Semen yang telah ditampung harus segera diencerkan  
menggunakan pengencer semen yang baik. Semen yang tidak 
langsung mendapat penanganan dapat menyebabkkan kematian 
yang lebih cepat. Pengenceran semen dapat meningkatkan 
efisiensi semen pejantan unggul karena dapat digunakan untuk 
inseminasi buatan ke beberapa ekor ternak betina. Semen yang 
telah mengalami proses pengenceran dapat disimpan dalam 
lemari es suhu 3-5ºC dan dibekukan pada suhu -196ºC. 
Penambahan bahan pengencer bertujuan untuk 
menyediakan sumber energi dan menjamin kelangsungan hidup 
spermamatozoa selama penyimpanan (preservasi) atau 



















sperma adalah mampu menyediakan zat-zat makanan sebagai 
sumber energi, mencegah terjadinya cold shock sewaktu 
preservasi dan kriopreservasi, menjaga pH dan tekanan osmotik 
yang sama dengan sperma. Pengenceran juga dapat memberi 
perlindungan terhadap cold shock yang terjadi saat pembekuan 
dan sebagai penyanggah untuk menjaga kestabilan pH (Mumu, 
2009). 
Syarat penting yang wajin dimiliki setiap pengencer adalah: 
memiliki kemampuan preservasi yang tinggi, mengandung 
unsur dan sifat kimiawi yang hampir sama dengan semen dan 
tidak mengandung zat yang bersifat racun bagi spermatozoa dan 
saluran kelamin betina, tetap dapat mempertahankan daya 
fertilitas spermatozoa, tidak terlalu kental sehingga tidak 
menghambat fertilisasi (Susilawati, 2011). 
Bahan pengencer yang baik yakni yang mampu mencegah 
penurunan kualitas spermatozoa, sehingga spermatozoa yang 
diencerkan mampu memperpanjang masa simpan. Semen yang 
disimpan dalam suhu 5ºC (di simpan dalam refrigerator) 
maupun pada suhu -196ºC (nitrogen cair) membutuhkan 
pengencer yang mampu mempertahankan kualitas semen 
selama proses penyimpanan (Susilawati, 2013). 
 
2.5.  Pengencer Tris Kuning Telur 
 Pengencer Tris kuning telur memiliki bahan atau zat yang 
diperlukan oleh spermatozoa yang merupakan sumber makanan 
bagi selnya, antara lain fruktosa, laktosa, rafinosa, asam-asam 
amino dan vitamin dalam kuning telur sehingga spermatozoa 
dapat memperoleh sumber energi dalam jumlah yang cukup 
untuk. Kuning telur merupakan krioprotektan ekstraseluler 
mengandung lipoprotein dan lesitin yang melindungi membran 



















pendinginan pada suhu 5℃ (Ducha, Susilawati, Aulani’am dan 
Wahjuningsih, 2013).  
Tris merupakan larutan yang mengandung asam sitrat dan 
fruktosa yang berperan sebagai penyangga (buffer), untuk 
mencegah perubahan pH akibat asam laktat dari hasil 
metabolisme spermatozoa serta mempertahankan tekanan 
osmotik dan keseimbangan elektrolit, sumber energi dan 
melindungi spermatozoa dari kejut dingin (cold shock). Selain 
itu, tris mempunyai kemampuan dalam memberikan motilitas 
spermatozoa yang lebih tinggi karena tris lebih banyak 
mengandung zat – zat makanan, antara lain fruktosa, asam sitrat 
yang dapat dipanaskan sebagai buffer dan meningkatkan 
aktifitas spermatozoa (Widjaya, 2011). 
Penambahan krioprotektan dalam pengencer dapat 
melindungi spermatozoa dari efek yang mematikan selama 
proses pembekuan dengan memodifikasi kristal-kristal es yang 
terbentuk dalam medium sewaktu pembekuan menjadi lebih 
kecil sehingga mampu menghambat kerusakan membran sel 
secara mekanis pada waktu penurunan suhu (cooling rate) 
(Ariantie, Yusuf, Sajuthi dan Arifiantini, 2013). 
Salah satu krioprotektan yang digunakan untuk pembekuan 
semen yakni gliserol. Susilawati (2013), menyatakan bahwa 
gliserolisasi adalah penambahan gliserol pada pengencer 
dengan konsentrasi tertentu yang berfungsi untuk melindungi 
efek lethal selama proses pembekuan. Gliserol ditambahkan 2-
4 jam sebelum pembekuan agar sel spermatozoa mampu untuk 
























2.6. Buah Pinang (Areca catechu L.) 
Pinang (Areca catechu) merupakan tanaman yang 
sekeluarga dengan kelapa. Salah satu jenis tumbuhan monokotil 
ini tergolong palem-paleman. Secara rinci, sistematik pinang 
yaitu Divisi : Plantae; Kelas : Monokotil; Ordo : Arecales; 
Famili : Araceae atau palmae (palem-paleman); Genus : Areca; 
Species : Areca catechu. Di masyarakat umumnya spesies ini 
sering disebut dengan pinang atau pinang sirih (Sihombing, 
2000). Gambar buah pinang dapat dilihat pada Gambar 3. 
Gambar 3. A) Buah Pinang (Areca catechu L.), 
B) Biji pinang kering 
 
Biji pinang yang digunakan berasal dari pinang yang 
kulitnya sudah berwarna kuning atau sudah matang, pemilihan 
yang pinang matang karena pada biji pinang yang matang 
memiliki kandungan arekolin yang lebih rendah dibandingkan 
biji pinang yang masih muda. Dari sekian banyak kandungan 
kimia yang terdapat dalam pinang, hanya polyphenol dan 
alkaloid dari golongan piridin yang mendapat perhatian lebih. 
Arekolin (C8H13NO2) merupakan alkaloid utama yang terdapat 
dalam biji pinang, selain arekolidin, arekain, guvakolin, 
guvasin, dan isoguvasin (Awang, 1986). Arekolin diketahui 
bersifat sitotoksik (racun terhadap sel) jika dikonsumsi dalam 






















spermatozoa pada tikus putih terjadi akibat penambahan air dan 
crude alkaloid biji pinang berupa arekolin. Penambahan biji 
pinang juga mengakibatkan adanya penurunan konsentrasi 
spermatozoa tikus putih. Arekolin dari biji pinang juga 
menyebabkan terjadinya nekroses pada sel spermatogonia, sel 
spermatosit, sel sertoli dan sel leydig ayam jantan. Arekolin 
sebagai senyawa yang banyak terdapat pada biji pinang juga 
dapat menyebabkan kerusakan DNA sel-sel germinal. 
Kerusakan pada DNA dapat memicu terjadinya stres pada sel 
(Akmal dkk., 2008). 
Ekstrak biji pinang mengandung senyawa fenolik yang 
diketahui memiliki antioksidan, methanol dari ekstrak biji 
pinang dari berbagai rentan usia memberikan aktivitas 
antioksidan yang cukup tinggi dibandingkan dengan bagian 
lainnya dari tumbuhan tersebut (daun, ujung batang dan kulit 
buah) (Wetwitayaklung et al., 2006). Ekstrak etanol dari Areca 
catechu pada dosis 100 dan 300 mg /kg memiliki efek 
antiovulasi dan abortifacient kondisi ini dikarenakan terjadi 
penurunan yang signifikan dalam durasi estrus pada 100 mg/kg 
pada tikus betina (Shrestha et al., 2010). 
Hasil pengujian ekstrak metanolik dari sembilan obat 
tradisional yang digunakan pada obat China sebagai antioksidan 
melawan resveratrol yang bisa dimanfaatkan untuk melindungi 
kerusakan pada sel akibat oksidasi, hasil penelitian 
menunjukkan bahwa ekstrak dari pinang meningkatkan 
viabilitas melawan kerusakan oksidatif dari H2O2 pada sel paru-
paru hamster China (Lee, et al., 2003). 
 
2.7. Antioksidan 
Antioksidan merupakan senyawa yang mampu melawan 
bahaya dari radikal bebas yang terbentuk dari hasil metabolisme 



















dalam tubuh. Antioksidan berfungsi menghentikan reaksi 
berantai  dari radikal bebas di dalam tubuh, sehingga bisa 
mempertahankan sel-sel tubuh dari kerusakan radikal bebas 
(Rohmatussolihat, 2009). 
Antioksidan merupakan substansi pada konsentrasi kecil 
secara signifikan dapat menghambat atau mencegah oksidasi 
pada substrat. Antioksidan dibagi menjadi 2 yakni antioksidan 
sintetik dan antioksidan alami. Antioksidan sintetik yang 
dibolehkan untuk di tambahkan pada makanan, sedangkan 
antioksidan alami  yang berasal dari tumbuhan adalah senyawa 
fenolik yang dapat berupa flavonoid, turunan asam sinamat, 
kumarin, tokoferol dan asam organik olifungsional (Isnindar, 
Wahyuono dan Setyowati, 2011). 
Flavonoid merupakan antioksidan eksogen yang terbukti 
memiliki manfaat dalam mencegah kerusakan sel akibat stres 
oksidatif. Cara kerja flavonoid  bisa secara langsung dan tidak 
langsung. Cara kerja secara langsung yakni mendonorkan ion 
hydrogen sehingga mampu mencegah efek toksik dari radikal 
bebas, sedangkan cara kerja tidak langsung yaitu dengan 
meningkatkan ekspresi gen antioksidan endogen (Sumardika 
dan Jawi, 2012). Flavonoid memiliki antioksidan yang mampu 
melindungi kerusakan oksidatif DNA, inactivating karsinogen, 
dan mencegah mutasi gen dan enizm (Petrus, 2013). 
Sistem pertahanan antioksidan bekerja dengan beberapa 
cara antara lain, berinteraksi langsung dengan radikal bebas, 
oksidan atau oksigen tunggal, mencegah pembentukan  
Reactive Oxygen Species (ROS), mengubah senyawa reaktif 
menjadi kurang reaktif (Winarsi, 2007). 
 
2.8. Semen Beku 
Semen beku yakni semen yang telah mengalami proses 



















beku air. Pembekuan semen yakni salah satu usaha untuk 
memperlama daya hidup spermatozoa, melalui proses 
pengawetan, dan penyimpanan semen sehingga dapat 
digunakan untuk jangka panjang (Arifiantini dkk., 2005). 
Semen beku sapi yakni semen yang berasal dari sapi  pejantan 
yang terpilih, lalu dilanjut ke proses pengenceran sesuai 
prosedur produksi sehingga menjadi semen beku dan disimpan  
dengan cara direndam di nitrogen cair pada suhu -196ºC pada 
kontainer (Anonimous, 2017). 
Pembekuan semen adalah suatu proses penghentian 
sementara kegiatan hidup dari sel tanpa mematikan fungsi sel 
sehingga sel dapat di simpan dalam jangka waktu yang lama. 
Pembekuan adalah proses pengeringan fisik di bawah titik beku 
air. Suatu larutan jika dibekukan maka zat pelarutnya berupa air 
akan membeku dan dapat terbentuk kristal-kristal es. Kristal es 
yang terdapat pada sel spermatozoa selama pembekuan dapat 
merusak secara mekanik, sedangkan adanya jumlah elektrolit 
yang berlebihan dapat melarutkan selubung lipoprotein pada 
dinding sel spermatozoa, sehingga pada saat thawing, 
permeabilitas sel akan berubah dan mengakibatkan kerusakan 
spermatozoa (Mumu 2009). 
Semen beku mempunyai keunggulan yakni  dapat 
digunakan untuk waktu yang lama jika di simpan di nitrogen 
cair, tetapi memiliki kelemahan  yakni mengalami penurunan 
kulitas setelah proses pembekuan. Penurunan kualitas semen 
dapat mencapai 40-50% spermatozoa akan mati selama proses 
pembekuan). Hal ini terjadi karena selama proses pembekuan 
dan thawing sperma mengalami perubahan suhu dan 
osmolaritas yang ekstrim dan memicu produksi Reactive 
Oxygen Species (ROS) (Sukmawati, Arifiantini dan 
Purwantara, 2014). Reactive Oxygen Species (ROS) adalah 



















berbeda dan berdampak negatif karena dapat merusak 
komponen sel yang sangat penting untuk mempertahankan 
integritas sel. Setiap ROS yang terbentuk dapat memulai suatu 
reaksi berantai yang terus berlanjut sampai ROS itu dihilangkan 
oleh antioksidan (Maslachah, Sugihartuti dan Kurniasanti, 
2008) 
Selain itu yang menyebabkan kerusakan pada spermatozoa 
selama proses pembekuan hingga thawing adalah peroksidasi 
lipid. Membran plasma spermatozoa memiliki fosfolipid yang 
mengandung asam lemak tak jenuh sehingga rentan terhadap 
terjadinta radikal bebas. Radikal bebas dapat mengakibatkan 
terjadinya reaksi autokatalitik yang dapat merusak ikatan ganda 
penyusun membran sel. Peroksidasi lipid yang terjadi secara 
terus-menerus akan merusak struktur lipid dan mengakibatkan 
membran sel menjadi tidak stabil dan mengubah fungsi 
membran spermatozoa. Salah satu ciri kerusakan pada sel 
spermatozoa akibat peroksidasi lipid adalah terjadinya 
penurunan motilitas dan fertilitas spermatozoa akibat kerusakan 
membran plasma (Sukmawati, Arifiantini dan Purwantara, 
2014). Radikal bebas yang terjadi pada spermatozoa dapat 
mengakibatkan sel menjadi cacat, misalnya terjadi abnormalitas 
pada bagian ekor atau kepala sehingga berpengaruh terhadap 
motilitas spermatozoa (Ratnawati, Affandhy, Pratiwi dan 
Prihandini, 2008). 
Penambahan krioprotektan di dalam media pengencer 
seperti gliserol merupakan salah satu alternatif untuk mengatasi 
rendahnya kualitas semen beku kambing akibat cold shock. Hal 
ini diperkuat dengan pendapat Ariantie, Yusuf, Sajuthi, dan 
Arifiantini (2013), yang menyatakan bahwa penambahan 
krioprotektan dalam pengencer dapat melindungi spermatozoa 
dari efek mematikan dan mencegah terbentuknya kristal es 



















kualitas semen kambing Peranakan Etawah yang dibekukan 
dengan metode vitrifikasi dengan persentase gliserol yang 
berbeda (Hikmawan,  Ciptadi, dan Wahjuningsih, 2016). 
Terdapat dua kelompok krioprotektan yang apabila dilihat 
dari sifat fisika kimia dan membran selnya yaitu krioprotektan 
intraseluler dan ekstraseluler. Krioprotektan intraseluler ialah 
bahan pelindung yang bersifat permeable sehingga dapat 
menembus membran sel karena ukuran molekulnya yang kecil, 
contohnya adalah ethylene glycol, 1,2 propanediol (PROH), 
dimethylsulfoxside (DMSO) dan gliserol (Elder and Dale, 
2011). Krioprotektan ekstraseluler bersifat nonpermeable 
sehingga tidak berdifusi ke dalam sel, contohnya adalah 
glyvcine, zwitterions, citrate, dan kuning telur (Gardner, 
Weissman, Howles, and Shoham, 2009). Adanya krioprotektan 
sangat mempengaruhi kualitas semen beku yang dihasilkan. 
Kualitas semen sebagai salah satu faktor penting dalam 
keberhasilan IB dipengaruhi oleh proses pengolahan semen 
mulai dari penampungan, pengenceran, ekuilibrasi dan 
pembekuan semen. Selain itu, metode thawing yang digunakan 
oleh inseminator sangat berperan dalam menentukan kualitas 
semen yang akan diinseminasikan. Guna dapat dilakukan 
inseminasi buatan, kualitas semen beku setelah thawing harus 
mempunyai motilitas minimal 40% (Rizal, dan Herdis, 2010). 
 
2.9.  Uji Kualitas Semen 
2.9.1. Uji Makroskopis 
Uji kualitas semen secara makroskopis dilakukan segera 
setelah semen ditampung agar kualitas semen tidak menurun 
drastis. Pemeriksaan makroskopis merupakan pemeriksaan 
yang meliputi warna, pH, konsistensi dan volume sedangkan 
pada pemeriksaan secara mikroskopis meliputi motilitas massa, 



















Warna dan volume semen dapat dilihat langsung pada tube 
collection berskala, dan pH diuji dengan meneteskan semen ke 
kertas pH (Susilawati, 2013). 
Warna semen segar bangsa sapi Limousin dan Simmental 
dikategorikan dalam empat warna yaitu cream, putih susu, 
kuning dan abnormal. Warna putih susu dari semen segar pada 
kedua bangsa tersebut didukung oleh pendapat Sugiarto dkk., 
(2014) dan Wahyudi dkk., (2016) menyatakan bahwa warna 
semen segar sapi Limousin adalah putih susu sedangkan 
pemeriksaan warna semen segar pada sapi Simmental adalah 
warna putih susu (Wiratri dkk., 2014). Warna semen putih susu 
masih dikatakan normal, hal ini didukung oleh pendapat Feradis 
(2010), bahwa semen sapi normal berwarna putih susu atau 
krem keputihan dan keruh. 
pH merupakan salah satu penentu kehidupan sel 
spermatozoa, makin tinggi atau rendah pH semen dapat 
mempengaruhi kematian spermatozoa. pH normal spermatozoa 
yakni 6-7 (Sujoko, Setiadi dan Boediono, 2009). 
 
2.9.2. Uji Mikroskopis 
 Motilitas merupakan daya gerak spermatozoa adalah suatu 
kemampuan sel untuk membuahi ovum. Motilitas dapat diamati 
dengan mikroskop menggunakan perbesaran 100x (motilitas 
massa) dan 400x (motilitas individu). Motilitas ditentukan 
secara keseluruhan atau sebagai rata-rata dari total spermatozoa 
(Herdis, Kusuma, dan Angga, 2009). 
Susilawati (2013) menyatakan kriteria  penilaian motilitas 
massa yakni, +++(Sangat baik, jika tampak gelombang besar, 
hitam, tebal dan bergerak sangat cepat), ++ (Baik, terlihat 
adanya gelombang yang kecil, tipis, jarang dan lebih lamban), 



















gerakan individu yang progresif), 0 (buruk, tidak adanya 
pergerakan individu). 
Viabilitas spermatozoa merupakan daya hidup 
spermatozoa, spermatozoa hidup dan mati dapat diamati dengan 
menggunakan pewarna eosin negrosin, spermatozoa yang mati 
akan berwana merah karena menyerap warna eosin, membran 
sel spermatozoa tidak permeabel terhadap pewarna eosin, 
sedangkan negrosin memberi latar berwarna biru sampai hitam 
(Toelihere, 1993). 
Abnormalitas adalah salah satu parameter untuk 
menentukan kualitas spermatozoa, karena bagian abnormalitas 
pada sel spermatozoa dapat mengganggu dan menghambat 
fertilisasi, sehingga berakibat pada rendahnya angka 
kebuntingan yang dihasilkan (Afiati,Yulnawati, Riyadi, dan 
Arifiantini, 2015). Abnormalitas spermatozoa biasanya 
disebabkan oleh adanya gangguan dalam proses sekresi 
spermatozoa di testis. Abnormalitas  spermatozoa dapat terjadi  
ketika proses pembentukan spermatozoa dan selama proses 
pendinginan semen, selain itu juga bisa disebabkan pada saat 
proses spermatogenesis yang disebabkan oleh faktor genetik, 
lingkungan yang kurang sesuai dan penanganan semen yang 
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